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Penyakit infeksi merupakan salah satu faktor utama meningkatnya angka
kematian dan kesakitan pada manusia. Faktor yang menyebabkan terjadinya
penyakit infeksi adalah mikroorganisme patogen seperti bakteri, fungi, virus atau
parasit. Salah satu penyakit infeksi yang disebabkan oleh bakteri yaitu infeksi
saluran kemih (ISK). Infeksi saluran kemih (ISK) disebabkan oleh mikroorganisme
diantaranya adalah bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Penyakit
infeksi yang disebabkan adanya mikroorganisme bakteri dapat diterapi
menggunakan antibiotik. Penggunaan antibiotik yang tidak tepat dapat
menyebabkan terjadinya peningkatan resistensi bakteri. Pencarian atau penelusuran
agen antibakteri dilakukan untuk mendapatkan alternatif antibiotik lain yang
memiliki aktivitas terhadap mikroorganisme patogen, salah satunya bersumber dari
bahan alam yaitu Eleutherine americana (Aubl.) Merr. yang dikenal dengan
bawang dayak.

Berdasarkan uraian di atas, perlu dilakukan penelitian terkait potensi
aktivitas antibakteri ekstrak daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. terhadap
bakteri Staphylococcus aureus dan Escherichia coli. Metode ekstraksi dilakukan
dengan maserasi menggunakan pelarut etanol 96%. Skrining fitokimia dilakukan
untuk mengetahui golongan metabolit sekunder yang terkandung dalam ekstrak
etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. kemudian dilakukan uji aktivitas
antibakteri ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. menggunakan
metode difusi cakram .

Hasil skrining fitokimia menunjukkan bahwa golongan senyawa aktif yang
terkandung pada daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. adalah golongan
senyawa alkaloid, terpenoid, steroid, flavonoid, polifenol, dan tanin. Pada uji

aktivitas antibakteri menggunakan kontrol positif gentamisin dan kontrol negatif
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DMSO 10%. Hasil uji aktivitas antibakteri menghasilkan diameter zona hambat
dari beberapa konsentrasi uji. Semakin besar konsentrasi yang digunakan, semakin
besar pula diameter zona hambat yang dihasilkan. Hasil uji aktivitas antibakteri
dengan konsentrasi 1%, 5%, 10%, 20%, dan 40% menghasilkan diameter zona
hambat pada Staphylococcus aureus berturut-turut sebesar 0,00 = 0,00 mm;
8,31+0,42 mm; 9,42 + 0,23 mm; 11,25 + 0,18 mm; dan 12,25 + 0,17 mm.
Sedangkan, pada Escherichia coli menunjukkan adanya zona hambat berturut-turut
sebesar sebesar 0,00 £ 0,00 mm; 6,77 £ 0,09 mm; 7,91 + 0,22 mm; 8,49 £ 0,15 mm;
dan 9,57£0,37 mm.
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BAB 1. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Indonesia adalah salah satu negara berkembang yang ada di wilayah Asia
Tenggara. Salah satu yang menjadi perhatian khusus bagi negara ini adalah
banyaknya masalah tentang penyakit, terutama penyakit infeksi. Penyakit infeksi
merupakan salah satu faktor utama meningkatnya angka kesakitan dan angka
kematian pada manusia (Irawan dan Hilman, 2018). Faktor yang menyebabkan
terjadinya penyakit infeksi ini adalah mikroorganisme patogen seperti bakteri,
fungi, virus atau parasit (Novard dkk., 2019). Mikroorganisme tersebut akan
berkembang biak dan menyebar luas melalui jaringan dan peredaran darah sistemik
(Novard dkk., 2019).

Infeksi yang disebabkan oleh bakteri salah satunya yaitu infeksi saluran
kemih (ISK). Infeksi saluran kemih (ISK) merupakan jenis infeksi nosokomial yang
mempunyai angka kejadian tertinggi di Indonesia yaitu sekitar 39-60%
(Musdalipah, 2018). Menurut Rowe dan Juthani (2013), resiko terkena infeksi
saluran kemih (ISK) yang paling sering terjadi yaitu pada wanita dibandingkan
dengan pria. Prevalensi wanita muda terkena ISK sebesar 1-5% mengalami
peningkatan saat usia > 65 tahun sebesar 6-16% dalam 12 tahun terakhir. Jumlah
tersebut meningkat sampai 20% pada wanita usia > 80 tahun. Penyakit infeksi
saluran kemih (ISK) termasuk infeksi lingkungan yang disebabkan oleh bakteri dan
pemakaian alat atau bahan yang berada di lingkungan rumah sakit (Soedarto, 2016).
Bakteri patogen penyebab infeksi saluran kemih (ISK) diantaranya adalah
Staphylococcus aureus dan Escherichia coli (Brooks dkk., 2004).

E. coli adalah bakteri gram negatif yang mudah ditemukan dan menjadi
salah satu bakteri yang paling umum menyebabkan penyakit infeksi yaitu sekitar
84,7% patogen penyebab infeksi saluran kemih (ISK) (Brooks dkk., 2004). E. coli
dapat menyebabkan penyakit infeksi saluran pencernaan, infeksi saluran urinarius
(Novard dkk., 2019), dan diare (Purnamasari dkk., 2006). Sedangkan, S. aureus
adalah bakteri gram positif yang bersifat patogen oportunistik, berkoloni di selaput
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lendir, kulit, dan di mukosa saluran pencernaan manusia (Darmawati dkk., 2015).
S. aureus dapat menimbulkan infeksi pada saluran kemih dengan menyebabkan
bakterimia yang kemudian bermetastasis di ginjal manusia yang kemudian
menyebar secara hematogen (Dipiro, 2008).

Penggunaan antibiotik menjadi solusi untuk menanggulangi penyakit
infeksi akibat dari bakteri E. coli dan S. aureus. Antibiotik mempunyai kemampuan
untuk menghambat pertumbuhan dan menghancurkan mikroorganisme patogen,
sehingga memiliki peranan penting dalam mengatasi bakteri di dalam tubuh
manusia. Upaya penanggulangan penyakit menggunakan antibiotik yang tidak tepat
dapat menimbulkan peningkatan resistensi bakteri (Endriani dkk., 2009). Salah satu
cara mengeksplorasi adanya penemuan antibiotik baru dengan memanfaatkan
antibakteri bersumber dari bahan alam. Menurut Puspadewi dkk. (2013), senyawa
metabolit sekunder yang berasal dari tanaman diketahui mempunyai aktivitas
antibakteri.

Tanaman famili Liliaceae dari genus Eleutherine merupakan salah satu
tanaman yang memiliki aktivitas biologis sebagai agen antibakteri. Salah satu
tanaman dari genus Eleutherine adalah Eleutherine americana (Aubl.) Merr. yang
dikenal dengan nama bawang dayak. Tanaman ini berasal dari daerah tropis
Amerika, tetapi sekarang banyak dibudidayakan di Afrika Selatan, Cina, Thailand
dan Indonesia (Insanu dkk., 2014). Secara empiris, umbi bawang dayak memiliki
manfaat mengatasi bisul dan penyakit kulit (Puspadewi dkk., 2013), antikanker,
antiinflamasi, antimikroba, menyembuhkan hipertensi, dan diabetes melitus
(Wijayanti dan Hasyati, 2018).

Pada penelitian Novaryatin dkk. (2019), ekstrak etanol umbi Eleutherine
bulbosa (Mill.) Urb. menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap bakteri S.
aureus dengan konsentrasi 10 mg/mL, 50 mg/mL, 100 mg/mL, dan 150 mg/mL
masing-masing menghasilkan diameter zona hambat sebesar 14,3 mm; 16,6 mm;
16,2 mm; dan 18 mm menggunakan metode difusi cakram. Di sisi lain, pada
penelitian Amanda (2014), ekstrak etanol umbi Eleutherine americana (Aubl.)
Merr. menunjukkan adanya aktivitas antibakteri terhadap bakteri E. coli dengan

konsentrasi 10 mg/mL, 20mg/mL, dan 40 mg/mL dengan diameter zona hambat
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sebesar 8 mm; 9 mm; dan 10 mm dengan menggunakan metode difusi cakram.
Hingga saat ini, belum ada penelitian mengenai aktivitas antibakteri daun bawang
dayak.

Berdasarkan uraian diatas, maka perlu dilakukan penelitian untuk
mengetahui aktivitas ekstrak dari daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
terhadap bakteri S. aureus dan E. coli. Penelitian awal dilakukan dengan skrining
fitokimia dan dilanjutkan dengan pengujian aktivitas antibakteri menggunakan
metode difusi cakram. Skrining fitokimia yang dilakukan untuk mengetahui
metabolit sekunder dalam ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
Sedangkan tujuan dari metode difusi cakram ini untuk mengetahui adanya aktivitas
antibakteri pada ekstrak etanol Eleutherine americana (Aubl.) Merr. terhadap

pertumbuhan bakteri S. aureus dan E. coli.

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan uraian di atas, dapat dirumuskan beberapa rumusan masalah
sebagai berikut :
a. Apa golongan senyawa yang terkandung dalam ekstrak etanol daun Eleutherine
americana (Aubl.) Merr. ?
b. Bagaimana aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun Eleutherine americana
(Aubl.) Merr. terhadap S. aureus dan E. coli ?
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1.3 Tujuan Penelitian
Berdasarkan uraian rumusan masalah, adapun tujuan yang ingin dicapai dari
penelitian ini adalah:

a. Mengetahui kandungan senyawa alkaloid, saponin, flavonoid, polifenol,
terpenoid, steroid, dan tanin di dalam ekstrak etanol daun Eleutherine
americana (Aubl.) Merr.

b. Mengetahui aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun Eleutherine americana
(Aubl.) Merr. terhadap S. aureus dan E. coli berdasarkan nilai diameter zona

hambat pada setiap konsentrasi.

1.4 Manfaat Penelitian
Pada penelitian ini adapun manfaat yang ingin didapatkan antara lain:

a. Penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi kepada masyarakat
tentang potensi daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. sebagai agen
antibakteri terhadap S. aureus dan E. coli.

b. Penelitian ini diharapkan sebagai penelitian dasar yang dapat dilakukan lebih
lanjut untuk penemuan dan pengembangan obat dari bahan tanaman sebagai

agen antibakteri.
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BAB 2. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Tinjauan Infeksi
2.1.1 Infeksi Bakteri

Penyakit infeksi adalah salah satu faktor utama meningkatnya angka
kesakitan dan angka kematian pada manusia di negara berkembang, khususnya
Indonesia (Irawan dan Hilman, 2018). Faktor penyebab terjadinya penyakit infeksi
adalah mikroorganisme patogen seperti bakteri, fungi, virus, atau parasit. Penularan
penyakit infeksi dapat terjadi secara cepat, ketika adanya interaksi dengan mikroba
yang menyebabkan kerusakan pada tubuh host dan kerusakan tersebut dapat
menimbulkan berbagai gejala dan tanda klinis pada manusia (Novard dkk., 2019).

Beberapa faktor timbulnya penyakit infeksi, akibat adanya flora normal di
dalam tubuh manusia yang bersifat tidak patogen, namun dapat bersifat patogen dan
menimbulkan infeksi dalam keadaan dan waktu tertentu (Jawetz dkk., 2004).
Patogenesis dari penyakit infeksi dapat terjadi melalui beberapa proses yaitu
penempelan atau pelekatan bakteri pada sel host terutama pada sel epitel sehingga
terbentuk tempat infeksi. Infeksi yang terjadi akan berkembang biak, kemudian
dapat menyebar luas melalui jaringan dan peredaran darah sistemik (Novard dkk.,
2019).

Bakteri patogen termasuk faktor penyebab dari penyakit infeksi yang terdiri
dari bakteri gram positif dan bakteri gram negatif (Soedarto, 2016). Beberapa
contoh bakteri gram positif yang menyebabkan infeksi antara lain Enterococcus,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae. Sedangkan beberapa contoh
bakteri negatif, antara lain Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, dan
Pseudomonas aeruginosa (Soedarto, 2016). Bakteri gram positif merupakan
mikroorganisme patogen penyebab infeksi kulit, jaringan lunak (Darmawati dkk.
2015), penyebab infeksi saluran kemih (ISK) (Soedarto, 2016), pneumonia,
bakterimia, dan infeksi nosokomial (Rowe dkk., 2013). Penyebab lain yang dapat
menimbulkan penyakit infeksi pada manusia adalah bakteri gram negatif. Bakteri

gram negatif sering dikaitkan dengan penyebab penyakit infeksi saluran kemih
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(ISK) yang ditandai gejala meliputi disuria, hematuria, dan piuria (Jawetz dkk.,
2004)

2.1.2 Staphylococcus aureus

Filum : Firmicutes

Kelas : Bacili

Ordo : Bacillales

Famili . Staphylococcaceae
Genus : Staphylococcus
Species : Staphylococcus aureus
(ITIS, 2012)

Gambar 2.1 Morfologi bakteri Staphylococcus aureus (Sumber : Greenwood dkk., 2012)

S. aureus adalah bakteri gram positif yang secara makroskopik memiliki
ukuran diameter 2-3 mm, dan berwarna putih kekuningan (Greenwood dkk., 2012).
Secara mikroskopik S. aureus berbentuk halus dan bening, bulat (coccus) non motil
yang berkelompok dan tidak membentuk spora dengan sifat positif katalase
(Soedarto, 2016) Gambar 2.1. Bakteri ini tumbuh cepat pada suhu 37°C yang dapat
berkoloni pada media padat dengan permukaan halus dan mengkilat (Jawetz dkk.,
2004)
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S. aureus dapat ditemukan pada kulit, selaput lendir, dan di mukosa saluran
pencernaan (Darmawati dkk., 2015). S. aureus pada infeksi saluran kemih (ISK)
disebabkan adanya bakterimia yang kemudian berkembang biak dan menyebar
secara hematogen (Novard dkk., 2019). S. aureus merupakan salah satu bakteri
yang resisten terhadap MRSA (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus)
banyak ditemukan di kulit dan bagian membran mukosa (Soedarto, 2016). Sekitar
80% kolonisasi yang disebabkan oleh S. aureus banyak terjadi pada pekerja
kesehatan utamanya di Rumah Sakit, penggunaan jarum, penggunaan kateter yang
sering pada pasien rawat inap, dan kontak langsung dengan individu yang terinfeksi
(Jawetz dkk., 2004)

2.1.3 Escherichia coli

Filum : Proteobacteria

Kelas : Gamma Proteobacter
Ordo : Enterobacteriales
Famili : Enterobacteriaceae
Genus : Escherichia

Spesies : Escherichia coli
(ITIS, 2012)

Flagellum

Fimbriae

Gambar 2.2 Morfologi bakteri Escherichia coli (Sumber : Greenwood dkk., 2012)

E. coli adalah bakteri gram negatif yang memiliki bentuk silinder, berspora
dan membentuk suatu koloni halus dengan tepian yang jelas. Morfologi E. coli
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dapat dilihat pada Gambar 2.2. Ciri-ciri pada E. coli memberikan hasil positif ketika
diperiksa dengan lisin dekarboksilasi, diol, dan fermentasi manitol, serta
menghasilkan gas yang berasal dari glukosa (Jawetz dkk., 2004). E. coli dapat
tumbuh pada suhu optimum 37 °C dan pada pH 5,5-8 (Jawetz dkk., 2013). E. coli
adalah penyebab paling umum penyakit ISK pada wanita muda di Indonesia sekitar
90% dengan gejala frekuensi kencing disuria, pyuria, dan hematuria (Rowe dkk.,
2013). Selain itu, E. coli juga menyebabkan diare (Soedarto, 2016), infeksi saluran

pencernaan, dan infeksi saluran urinarius (Novard dkk., 2019).

2.2 Tinjauan Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
2.2.1 Kilasifikasi Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
Kingdom : Plantae
Sub Kingdom : Viridiplantae
Super divisi  : Embryophyta
Divisi : Tracheophyta
Sub Divisi : Spermatophytina
Kelas : Magnoliopsida

Super Ordo : Lilianae

Ordo : Asparagales

Famili . Liliaceae

Genus : Eleutherine

Spesies : Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
Sinonim : Eleutherine palmifolia (L.) Merr.

(Kementerian Kesehatan RI1, 2001)
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Gambar 2.3 Morfologi tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr. (Sumber:
Dokumentasi Pribadi)

2.2.2 Morfologi dan Deskripsi Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr.

Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr. adalah tumbuhan herba,
merambat dan memiliki tinggi 30-40 cm. Tanaman ini memiliki daun tunggal,
berbentuk pita, ujung dan pangkal daun berbentuk runcing, bertepi rata dan
berwarna hijau. Bunganya bertipe majemuk dan tumbuh di ujung batang. Tanaman
ini memiliki kelopak yang terdiri dari dua daun kelopak, berwarna hijau
kekuningan. Tanaman ini memiliki mahkota bunga, terdiri dari empat daun
mahkota lepas, dan panjangnya berukuran 5 mm, berwarna putih. Tanaman ini
memiliki benang sari empat, terdiri dari kepala sari berwarna kuning, putik
berbentuk jarum, dan panjangnya sekitar 4 mm. Tanaman ini memiliki akar
berbentuk serabut dan berwarna coklat muda (Napitupulu dkk., 2008).

Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr. berasal dari Amerika tropis,
tetapi tanaman ini sudah lama dibudidayakan dan mengalami persebaran ke daerah-
daerah tropik lain di wilayah Asia Tenggara. Tanaman ini di Indonesia sudah
dibudidayakan di Kalimantan hingga sekarang sudah mulai menyebar sampai
Sumatera, Riau, Bali dan Jawa. Eleutherine americana (Aubl.) Merr. dapat
ditemukan sebagai tanaman hias di pekarangan dan tanaman liar yang biasanya
terdapat di daerah pegunungan dengan ketinggian antara 600-1500 mdpl. Selain itu,
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Eleutherine americana (Aubl.) Merr. cepat tumbuh di tempat terbuka yang
tanahnya kaya dengan humus dan cukup lembab (Dalimartha, 2009).

2.2.3 Nama Daerah Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr.

Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr. secara umum dikenal di
Indonesia dengan nama bawang kapal dan bawang merah hutan. Tanaman
Eleutherine americana (Aubl.) Merr. memliki beberapa nama daerah yaitu bawang
dayak (Palangkaraya, Samarinda); bawang kambe (Dayak); bawang sabrang,
bawang siyem (Sunda); brambang sabrang, luluwan sapi, teki sabrang (Jawa);

bawang suyup (Melayu) (Dalimartha, 2009).

2.2.4 Kandungan Kimia Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr.

Umbi Eleutherine americana (Aubl.) Merr. mengandung metabolit
sekunder alkaloid, flavonoid, kuinon, polifenol, triterpenoid, tannin, dan steroid
(Puspadewi dkk., 2013). Kandungan lainmya adalah senyawa naftalen,
antrakuinon, naftokuinon dan turunan senyawa antrakuinon vyaitu eleutherin,
isoeleutherin, eleutherol dan eleutherinol (Insanu dkk., 2014). Pada daunnya

mengandung metabolit sekunder flavonoid, saponin, dan fenol (Isnindar, 2014).

2.2.5 Manfaat Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr.

Umbi Eleutherine americana (Aubl.) Merr. digunakan sebagai diuretik
(peluruh kencing), pencahar, dan peluruh muntah (Dalimartha, 2009), sebagai
pengobatan diabetes, hipertensi, gangguan seksual, diuretik, emetik, penurunan
protrombin, antifertilisasi, dan penyembuhan luka (Insanu dkk., 2014),
meningkatkan produksi ASI, kanker payudara, stroke, dan kelainan seksual. Selain
itu, secara farmakologis bawang dayak memiliki potensi sebagai antimikroba, dan
anti-inflamasi (Jannah dkk., 2018). Daunnya digunakan sebagai antioksidan (ldrus
dkk., 2016).
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2.3 Tinjauan Ekstraksi

Ekstraksi adalah metode awal yang penting dalam proses analisis obat dari
tanaman. Ekstraksi adalah proses penarikan kandungan senyawa aktif dari dalam
tumbuhan atau hewan menggunakan pelarut selektif dalam prosedur standar
ekstraksi (Longo dkk., 2008). Hasil yang diperoleh dari proses ekstraksi yaitu
ekstrak kental yang dilarutkan dengan pelarut yang sesuai dan selanjutnya
diuapkan. Beberapa metode ekstraksi yang umum digunakan untuk bahan alam
diantaranya maserasi, ultrasonikasi, perkolasi, soxhlet, digesti, refluks, infusa, dan
dekok (Departemen Kesehatan R1, 2000).

Maserasi adalah proses pengekstrakan simpilisia dengan menggunakan
pelarut yang sesuai dengan beberapa kali pengadukan pada temperatur ruang.
Pelarut tersebut masuk melalui dinding sel dan menuju ke dalam rongga sel yang
mengandung zat aktif, sehingga zat aktif tersebut akan terlarut. Metode maserasi
dipilih pada penelitian ini, karena pengerjaannya sederhana, tidak merusak senyawa
tanpa pemanasan, dan tidak memerlukan alat khusus (Azwanida, 2015). Maserasi
dilakukan selama 2-3 hari, kemudian dilanjutkan dengan remaserasi dengan dua
kali penggantian pelarut dengan beberapa kali pengadukan pada suhu ruang.
Pengadukan yang dilakukan pada maserasi bertujuan agar pelarut yang
ditambahkan pada sampel dapat kontak langsung dengan senyawa aktif, sehingga
senyawa aktif dapat larut (Handa dkk., 2008). Ekstraksi umumnya dilakukan
dengan metode maserasi karena hasil randemen esktraksi yang tinggi. Maserat yang
didapat dari hasil ekstraksi, kemudian dipekatkan dengan rotary evaporator pada
suhu waterbath 50°C untuk memisahkan pelarut yang digunakan dengan
kandungan senyawanya (Saifudin, 2014). Pelarut yang digunakan pada metode
ekstraksi dalam penelitian ini adalah etanol 96%. Etanol 96% digunakan karena
termasuk pelarut yang universal dan memiliki daya ekstraksi yang luas, sehingga

dapat melarutkan sebagian besar metabolit sekunder (Saifudin, 2014).
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2.4 Tinjauan Skrining Fitokimia

Metode yang digunakan untuk mengetahui metabolit sekunder yang
terkandung di dalam sampel tanaman adalah skrining fitokimia . Metode skrining
ini tergolong sederhana, cepat, dan dapat digunakan untuk membuktikan metabolit
sekunder yang terdapat dalam sampel tanaman (Wagner, 1996). Skrining fitokimia
bisa dilakukan dengan tube test (reaksi pengendapan dan reaksi warna) dan uji
KLT. Uji tabung dilakukan dengan mereaksikan sampel ekstrak dengan
penambahan reagen tertentu. Pada penelitian, uji KLT dilakukan dengan cara
menotolkan larutan sampel ekstrak menggunakan lempeng KLT dan dilakukan
eluasi menggunakan kondisi analisis fase gerak yang cocok, sehingga
menghasilkan suatu noda karena adanya pemisahan metabolit sekunder
berdasarkan tingkat kepolaran suatu senyawa (Harborne, 1998). Beberapa senyawa
metabolit sekunder yang diduga mempunyai aktivitas sebagai agen antibakteri dari
sampel tumbuhan antara lain senyawa fenolik, polifenol (polifenol sederhana,
kuinon, asam fenolat, tanin, kumarin, flavon, flavonoid, flavonol), minyak atsiri,

lesitin, polipeptida, alkaloid, dan terpenoid (Kumar dan Pandey, 2013).

2.5 Tinjauan Uji Antibakteri

Langkah awal penelitian untuk mengembangkan senyawa antibakteri baru
dilakukan dengan uji antibakteri. Tujuan dilakukannya uji antibakteri ini untuk
mengetahui adanya aktivitas antibakteri dari sampel tanaman yang digunakan.
Menurut Balouiri dkk. (2016) terdapat beberapa metode yang dapat digunakan
untuk mengevaluasi aktivitas antibakteri diantaranya adalah metode difusi, metode
dilusi, metode KLT bioautografi. Metode untuk uji aktivitas antibakteri yang sering
digunakan dan mendasar adalah metode difusi (Balouiri dkk., 2016).

Metode difusi yang sering digunakan dalam penelitian adalah difusi cakram
dan difusi sumuran. Prinsip prosedur penggunaan kedua metode difusi adalah sama
yaitu permukaan plat agar diinokulasikan dengan menyebarkan volume bakteri

sejumlah 20-100 pL. Pengujian dengan difusi sumuran dilakukan dengan membuat
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lubang dengan disk, tip, atau gabus yang steril dengan ukuran 6-8 mm pada
permukaan agar (Balouiri dkk., 2016).

Metode uji yang dipilih pada penelitian ini yaitu metode difusi cakram.
Menurut Balouiri dkk. (2016), tujuan digunakan difusi cakram untuk mengetahui
diameter zona hambat yang ditandai dengan adanya zona bening yang terbentuk di
sekitar cakram uji. Keunggulan utama digunakan difusi cakram adalah teknik
pengerjaannya mudah, tidak menggunakan alat khusus, biaya relatif murah,
skrining uji pada isolat dalam jumlah besar, dan modifikasi uji antimikroba dengan
cakram mudah dilakukan. Sedangkan, kekurangan metode difusi cakram adalah
dalam menganalisis pengukuran zona hambat yang dilakukan secara manual
dengan menggunakan jangka sorong, sehingga membutuhkan waktu yang cukup
lama (Balouiri dkk., 2016).
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BAB 3. METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis Penelitian

Penelitian yang dilakukan adalah jenis penelitian true experimental
laboratories yang digunakan untuk tujuan mengetahui aktivitas antibakteri pada
ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. terhadap bakteri S. aureus
dan E. coli dan untuk mengetahui adanya senyawa metabolit sekunder ekstrak

etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr.

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Fitokimia dan Laboratorium
Mikrobiologi dan Bioteknologi Fakultas Farmasi Universitas Jember mulai bulan

September 2019 sampai Januari 2020.

3.3 Alat dan Bahan Penelitian
3.3.1 Alat

Alat-alat yang digunakan adalah vial, tabung reaksi (IWAKI), rak tabung
reaksi, pipet tetes, jarum ose, blue tip, yellow tip, mikropipet (Socorex), bunsen,
spatula logam, alumunium foil, vortex (Labnet), corong buchner, timbangan analitik
(Sartonius CP224S), seperangkat alat KLT (Kromatografi Lapis Tipis), kertas
saring, pinset, blender, seperangkat rotary evaporator (Heidolph), oven
(Memmert), hot plate, inkubator (Gallenkamp), autoklaf (ALP), blank disc (oxoid),

waterbath, plastic wrap, dan jangka sorong.

3.3.2 Bahan

Tanaman bagian daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. dari petani
Desa Klaseman Kecamatan Gending Kabupaten Probolinggo yang telah
dideterminasi di UPT Laboratorium Herbal Medica Batu Jalan Lahor No.87 Kota
Batu Malang No: 074/ 463B/ 102.7/ 2019. Pelarut untuk maserasi adalah etanol
96%, media Muller Hinton Agar (MHA), dan Nutrient Agar (NA), bakteri
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Staphylococcus aureus ATCC 33591 dan Escherichia coli ATCC 25922, cakram
gentamisin, NaCl fisiologis 0,9% dan dimetil sulfoksida (DMSQO) 10%.

3.4  Rancangan Penelitian

Rancangan yang digunakan dalam penelitian uji aktivitas ekstrak etanol

daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. adalah the post test only control group

design. Pengujian aktivitas antibakteri dilakukan dengan metode difusi cakram.

Penelitian terbagi atas kelompok kontrol dan kelompok perlakuan. Metode difusi

cakram ini akan menghasilkan diameter zona hambat yang diukur pada kelompok

kontrol dan kelompok perlakuan. Rancangan penelitian ditunjukkan pada gambar

g7
— X1 XU
— P X2 X2
X3 X3’
S X4 X4 Analisis
Data
— X5 X5’
KN KN’
— KP KP’
Gambar 3.1 Skema rancangan penelitian uji
Keterangan : KP = kontrol positif (gentamisin
S = sampel cakram 10 pg)
P = kelompok perlakuan Xis = data hasil pada kelompok
Q = kelompok kontrol perlakuan berbagai konsentrasi sampel
Xi1s = kelompok perlakuan berbagai KN* = data hasil kontrol negatif
konsentrasi sampel (DMSO 10%)
KN = kontrol negatif (DMSO 10%) KP’ = data hasil kontrol positif

(gentamisin cakram 10 pg)
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3.5 Variabel Penelitian

3.5.1 Variabel Bebas
Variabel bebas pada penelitian ini adalah konsentrasi ekstrak etanol daun
Eleutherine americana (Aubl.) Merr. yaitu 1%, 5%, 10%, 20%, dan 40%.

3.5.2 Variabel Terikat
Variabel terikat pada uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun Eleutherine
americana dengan metode difusi cakram adalah zona hambat terhadap bakteri S.

aureus dan E. coli.

3.5.3 Variabel Terkendali
Variabel terkendali pada penelitian ini adalah. pembuatan simplisia daun
Eleutherine americana (Aubl.) Merr. metode ekstraksi maserasi, metode difusi

cakram, waktu inkubasi, dan cara pengukuran diameter zona hambat.

3.6 Definisi Operasional
Definisi operasional pada penelitian ini adalah :

1. Daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. yang digunakan pada penelitian
ini diambil bulan September 2019 pada musim kemarau di Desa Klaseman
Kecamatan Gending Kabupaten Probolinggo dengan ketinggian 25 mdpl

2. Sampel tanaman bawang dayak dilakukan identifikasi di UPT Laboratorium
Herbal Materia Medica Kota Batu Malang sebagai Eleutherine americana
(Aubl.) Merr.

3. Konsentrasi ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. yang
digunakan sebagai larutan uji yaitu 1%, 5%, 10%, 20%, dan 40%.

4. Zona hambat pada uji aktivitas antibakteri daun Eleutherine americana (Aubl.)
Merr. diukur sebagai diameter zona hambat yaitu zona bening yang terdapat

disekitar cakram dengan menggunakan alat bantu jangka sorong
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3.7 Prosedur Kerja
3.7.1 Determinasi Tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr.

Semua bagian sampel tanaman Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
dilakukan determinasi di UPT Laboratorium Herbal Materia Medica Kota Batu
Malang untuk membuktikan bahwa pengambilan bahan tanaman yang akan
digunakan pada penelitian benar-benar tanaman Eleutherine americana (Aubl.)
Merr.

3.7.2 Pembuatan Simplisia

Sampel daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. yang dipilih disortir
terlebih dahulu untuk dipisahkan dari daun yang kurang baik. Setelah itu, daun
dicuci untuk menghilangkan kotoran yang melekat. Kemudian, daun dirajang
untuk mempermudah proses pengeringan dan penggilingan. Selanjutnya, daun
dikeringkan pada udara terbuka dan terhindar dari sinar matahari langsung.
Kemudian, daun dimasukkan dalam oven dengan suhu 40-50°C hingga diperoleh
simplisia daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. Daun yang telah kering
kemudian dihaluskan menggunakan alat penggiling sampai terbentuk serbuk.

Serbuk yang diperoleh ditimbang untuk selanjutnya dilakukan proses ekstraksi.

3.7.3 Pembuatan Ekstrak Daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
Pembuatan ekstrak daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. dilakukan
secara maserasi dengan pengadukan. Serbuk sampel ditimbang 200 gram dan
dimasukkan ke dalam maserator kemudian direndam dengan pelarut etanol 96%
(perbandingan 1:10) sebanyak 2 liter selama 3 hari dilakukan pengadukan setiap
24 jam. Selanjutnya, maserat disaring dan dipisahkan residunya dengan
menggunakan kertas saring dengan corong buchner. Kemudian, residunya
dimasukkan kembali ke dalam maserator dan diremaserasi lagi dengan
menambahkan pelarut yang sama. Hasil filtrat yang telah disaring selanjutnya
diuapkan menggunakan rotary evaporator pada suhu 50°C dengan kecepatan 90
rpm. dan dikeringkan pada lemari asam. Hasil ekstrak kemudian disimpan dalam

gelas kaca hingga akan digunakan selanjutnya.
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3.7.4  Skrining Fitokimia

Skrining fitokimia dilakukan untuk mengetahui metabolit sekunder atau

golongan senyawa yang terkandung dalam sampel ekstrak tanaman. Pada

penelitian ini dilakukan skrining fitokimia berdasarkan Harborne (1998) dengan

menggunakan tube test dan KLT (Kromatografi Lapis Tipis) sebagai berikut :
1) Identifikasi Metabolit Sekunder Golongan Alkaloid

a.

Reaksi Pengendapan

Ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. sejumlah 0,3 g
ditambahkan 5 mL HCL 2N dicampur dalam tabung reaksi. Kemudian,
tabung reaksi dipanaskan menggunakan penangas air selama 2-3 menit
sambil diaduk. Kemudian, 0,3 g NaCl ditambahkan dalam tabung reaksi
sambil diaduk sampai homogen. Kemudian, larutan ekstrak disaring dan
ditambahkan 5mL HCL 2N dibagi menjadi 3 bagian yaitu larutan 1A, 1B,
1C. Kemudian, larutan 1A ditambah pereaksi Mayer, dan larutan 1B
ditambah pereaksi Wagner. Jika terdapat endapan berwarna putih pada
larutan 1B, dan terdapat endapan berwarna coklat untuk larutan 1C maka
hasil uji dinyatakan positif.

Identifikasi KLT

Larutan IC dibasakan dengan penambahan NH4sOH 28%. Setelah itu,
ditambah 5 mL kloroform dan disaring. Filtrat diuapkan hingga kering
dan kemudian ditambah metanol supaya larut. Setelah itu, dilakukan uji
dengan metode KLT menggunakan fase diam Silica gel GF2s4 dan fase
geraknya menggunakan etil asetat: metanol: air (9:2:2) dengan penampak
noda berupa pereaksi Dragendorf. Adanya alkaloid dalam ekstrak ditandai

dengan perubahan warna menjadi jingga.

2) ldentifikasi Metabolit Sekunder Golongan Saponin, Triterpenoid, dan Steroid
a. Uji Buih

Ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. sejumlah 0,3 g
dilarutkan dengan akuades dalam tabung reaksi, lalu dikocok dengan kuat
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selama 30 detik. Apabila terbentuk busa dengan tinggi 3 cm yang konsisten
selama 30 menit menunjukkan positif mengandung saponin.

. Reaksi Warna

Ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. sejumlah 0,3 g
dilarutkan ke dalam 15 mL etanol, kemudian dibagi menjadi 3 bagian
sebagai larutan 2A, 2B, 2C. Larutan 2A sebagai blanko, kemudian larutan
2B ditambah 3 tetes asam asetat anhidrat dan 1 tetes H.SO4 pekat sebagai
pereaksi uji Liebermann-Burchard. Hasil positif triterpen steroid
ditunjukkan apabila timbul warna merah ungu, dan adanya saponin jenuh
ditunjukkan apabila timbul warna kuning. Larutan 2C digunakan untuk uji
salkowski dengan ditambah 1-2 mL H2SO4 pekat melalui dinding tabung
reaksi. Apabila terdapat cincin berwarna merah menunjukkan adanya
steroid tak jenuh.

. ldentifikasi KLT

Sejumlah 0,3 g ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
ditambah 5 mL HCI 2N kemudian dididihkan dan ditutup corong yang
sudah diberi kapas basah selama 2 jam untuk menghidrolisis saponin.
Larutan didinginkan dan dinetralkan dengan ammonia. Kemudian,
ekstraksi dilakukan dengan 3 mL n-heksana sebanyak 3 kali. Selanjutnya,
larutan diuapkan hingga 0,5mL dan ditotolkan pada plat KLT dengan
menggunakan fase diam Silica gel GF2s4 dan fase gerak berupa n-heksana:
etil asetat (4:1) dengan anisaldehida asam sulfat sebagai penampak noda,
lalu dipanaskan. Jika terjadi perubahan warna merah ungu, maka
menunjukkan sapogenin. Sedangkan, untuk identifikasi terpenoid dan
steroid bebas menggunakan larutan blanko atau larutan 2A, kemudian
larutan tersebut ditotolkan pada plat KLT dengan kondisi analisis yang
sama. Adanya terpenoid atau steroid bebas ditunjukkan dengan terjadinya

warna merah ungu atau ungu saja.
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3) Identifikasi Metabolit Sekunder Golongan Flavonoid
a. Reaksi Warna
Ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. sejumlah 0,3 g
ditambah 3 mL n-heksana dikocok hingga tidak timbul warna. Kemudian,
residu dilarutkan dengan metanol dan dibagi menjadi 4 bagian sebagai
larutan 3A, 3B, 3C, dan 3D. Larutan. 3A untuk blanko, kemudian larutan
3B digunakan uji dengan pereaksi Bate-Smith dan Metcalf. Apabila timbul
warna merah terang atau ungu, maka menunjukkan adanya senyawa
leukoantosianin. Larutan 3C sebagai uji Wilstater ditambah dengan 0,5 mL
HCL pekat dan 4 potong magnesium. Kemudian, larutan diencerkan
dengan 0,5 mL akuades dan 1 mL butanol. Kemudian, akan timbul warna
pada setiap lapisan. Adanya warna merah jingga menunjukkan adanya
flavon, perubahan warna merah pucat menunjukkan adanya flavonol, dan
perubahan warna merah tua menunjukkan adanya flavonon.
b. ldentifikasi KLT
Larutan 3D ditotolkan pada plat KLT dengan kondisi analisis fase diam
Silica gel GF2s4, digunakan fase gerak butanol: asam asetat glasial: air
(4:1:5), dan digunakan uap ammonia untuk penampak noda. Jika terdapat
noda berwarna kuning intensif, maka menunjukkan adanya senyawa
flavonoid.
4) ldentifikasi Metabolit Sekunder Golongan Polifenol dan Tanin
a. Reaksi Warna

Ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. sejumlah 0,3 g

dilarutkan menggunakan akuades dalam tabung reaksi dan diaduk hingga

homogen. Kemudian, sampel larutan ditambahkan NaCl 10%, selanjutnya

diaduk dan disaring. Kemudian, filtrat dibagi menjadi 3 bagian sebagai

larutan 4A, 4B, 4C, dan 4C. Larutan 4A sebagai blanko, larutan 4B

digunakan untuk uji gelati. Apabila terdapat endapan berwarna putih karena

penambahan gelatin, maka menunjukkan adanya tanin. Larutan 4C untuk uji

ferriklorida dengan pemberian beberapa tetes FeCLs. Apabila terdapat

adanya tanin akan timbul perubahan warna hijau kehitaman. Apabila pada
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pemberian gelatin dan NaCl 10% tidak timbul endapan, tetapi saat
ditambahkan dengan larutan FeCls menunjukkan warna hijau biru hingga
hitam, maka menunjukkan adanya polifenol.

b. Identifikasi KLT
Uji KLT dilakukan dengan menggunakan fase diam berupa Silica gel GF2s4
dan fase gerak berupa kloroform: etil asetat (1:9) dengan penampak noda
berupa FeCls. Jika terdapat noda warna hitam, maka menunjukkan adanya

senyawa polifenol.

3.8 Uji Aktivitas Antibakteri
3.8.1 Sterilisasi Alat dan Bahan

Semua peralatan gelas, bluetip, yellowtip serta media untuk penelitian
dilakukan sterilisasi dahulu. Kemudian, dilakukan pencucian alat dan
pembungkusan dengan coklat untuk sebelum dilakukan sterilisasi. Kemudian,
sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan waktu selama 15 menit.
Sterilisasi menggunakan alkohol dilakukan untuk alat yang tidak tahan pemanasan,
dan sterilisasi menggunakan pemijaran untuk untuk peralatan seperti pinset dan

jarum ose.

3.8.2 Pembuatan Media
a. Nutrien Agar (NA)

Media Nutrien Agar (NA) ditimbang sebanyak 1,15 gram dicampur dengan
50 mL akuades steril ke dalam erlenmeyer. Kemudian, media NA dipanaskan
sampai larut dan jernih. Selanjutnya, larutan media sebanyak 5 mL media dituang
ke dalam tabung reaksi steril sebagai media biakan bakteri. Kemudian, dilakukan
sterilisasi menggunakan autoklaf pada suhu 121°C dengan lama waktu 15 menit.
Media NA yang berada dalam tabung reaksi dimiringkan 30-45° agar terbentuk
media agar miring dan ditunggu hingga dingin, kemudian dimasukkan ke dalam

lemari pendingin.
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b. Mueller Hinton Agar (MHA)

Media Muller Hinton Agar (MHA) ditimbang sebanyak 1,9 gram dicampur
dengan 50 mL akuades steril ke dalam erlenmeyer. Kemudian, media MHA diaduk
dan dipanaskan hingga larutan jernih, kemudian dilakukan sterilisasi menggunakan
autoklaf pada suhu 121°C selama 15 menit. Kemudian, media MHA dituang ke

dalam cawan petri steril masing-masing 15 mL secara aseptis.

3.8.3 Peremajaan Biakan Murni

Bakteri uji S. aureus ATCC 33591 dan E. coli ATCC 25922 diremajakan
pada media NA didalam tabung reaksi dengan mengoreskan sejumlah bakteri
dengan menggunakan jarum ose dan diinkubasi selama 24 jam pada suhu 37°C.

3.8.4 Peremajaan Biakan Bakteri

Bakteri S. aureus dan E. coli yang tumbuh dibiakkan dengan mengambil
beberapa koloni bakteri dengan menggunakan jarum ose pada media agar miring
secara aseptis, kemudian diinkubasi pada suhu 37°C selama 18 jam.

3.8.5 Pembuatan Suspensi Bakteri

Pembiakan aktif S. aureus dan E. coli dilakukan dengan cara mengambil
koloni bakteri pada media NA dengan menggunakan jarum ose secara aseptis ke
dalam 10 mL NaCl 0,9% kemudian, divortex hingga homogen. Kekeruhan pada
suspensi biakan aktif bakteri disesuaikan dengan kekeruhan suspensi standard Mc
Farland 0,5.

3.8.6 Pembuatan Suspensi Mc Farland 0,5

BaCl, pekat sebanyak 0,05 mL dengan H>SOs 1% sebanyak 9,95 mL
hingga setara dengan 1,5 x 102 CFU/mL. Selanjutnya divortex sampai campuran
H2SO4 1% dand BaClz 1% menjadi homogen. Larutan. suspensi Mc Farland. diukur
menggunakan. spektrofotometer. Uv-Vis. pada panjang. gelombang 625 nm. dan
hasil transmitan yang diperoleh adalah 84,7 %.
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3.8.7 Pembuatan Kontrol Negatif
Pembuatan kontrol negatif untuk uji aktivitas antibakteri ekstrak adalah
dengan larutan DMSO 10% sebanyak 10 bagian DMSO 100% dilarutkan ke dalam

90 bagian akuades steril.

3.8.8 Penyiapan Kontrol Positif
Kontrol positif untuk uji aktivitas antibakteri pada metode difusi cakram

adalah cakram gentamisin dengan konsentrasi 10 pg.

3.8.9 Pembuatan Larutan Uji

Pembuatan larutan uji dengan dilakukan dengan menimbang ekstrak etanol
daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. sebanyak 0,4 gram dan dilarutkan dalam
1 mL DMSO 10%. Pembuatan larutan uji pada konsentrasi 1%, 5%, 10%, dan 20%
didapatkan dari pengenceran larutan uji 40% dengan penambahan pelarut DMSO
10%.

3.8.10 Uji Aktivitas Antibakteri

Penentuan uji aktivitas antibakteri ekstrak etanol daun Eleutherine
americana (Aubl.) Merr. menggunakan metode difusi cakram. Uji antibakteri
dilakukan pada media MHA yang dituang terlebih dahulu dalam cawan petri steril,
kemudian ditunggu hingga media memadat. Permukaan media MHA diinokulasi
dengan mengambil inokulum bakteri dari biakan aktif yang telah disiapkan
sebanyak 100 pL. Kemudian, biakan aktif yang sudah dimasukkan pada media
MHA diratakan dengan spreader. Selanjutnya, pada tiap-tiap konsentrasi larutan
uji ekstrak dan kontrol negatif dipipet 15 pL, lalu ditambahkan dalam kertas
cakram steril, kemudian dibiarkan selama 24 jam di bawah LAF. Selanjutnya,
kertas cakram yang telah terisi larutan uji diletakkan pada media MHA. Kemudian,
kontrol positif dan kontrol negatif juga diletakkan pada media MHA pada
permukaan atas agar dengan menggunakan pinset steril. Setelah itu, cawan petri
dibungkus dengan plastic wrap, kemudian dilakukan inkubasi pada suhu 37°C
selama 18 jam dalam inkubator. Pengukuran zona hambat dilakukan dengan

mengukur zona bening yang terbentuk di sekitar kertas cakram dengan
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menggunakan jangka sorong. Pengukuran dilakukan dari beberapa sudut pada

masing-masing konsentrasi uji.

3.9 Analisis Data

Data hasil diameter zona hambat yang diperoleh berdasarkan hasil uji
antibakteri dilakukan analisis statistik dengan taraf kepercayaan 95%. Tujuan
dilakukan analisis ini untuk mengetahui ada perbedaan yang signifikan pada
kelompok uji terhadap bakteri uji. Analisis awal yang dilakukan yaitu uji
normalitas dan homogenitas untuk mengetahui data terdistribusi secara normal
dan homogen yang ditunjukkan dengan nilai signifikansi > 0,05. Transformasi data
dilakukan apabila diperoleh data yang tidak normal dan tidak homogen. Analisis
parametrik dengan uji One Way Anova dilakukan untuk mengetahui ada tidaknya
perbedaan bermakna dari masing-masing kelompok uji. Kemudian, dilanjutkan
dengan analisis dengan LSD (Least Significant Difference) untuk mengetahui
kelompok uji yang berbeda bermakna dengan nilai signifikasi < 0,05. Data hasil
pengujian antibakteri diperoleh diameter zona hambat kemudian, dilakukan analisis
menggunakan Independent-sampel T Test bertujuan untuk membandingkan rata-
rata dari dua kelompok yang tidak berhubungan antara satu sama lain yang
ditunjukkan dengan nilai signifikansi < 0,05 (Santoso, 2018).
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3.10 Skema Penelitian

Skema prosedur penelitian ini :

Determinasi tanaman

25

Daun Bawang Dayak

Sortasi basah
Pencucian

Pengeringan

Simplisia daun Bawang Dayak

Dihaluskan

Serbuk daun Bawang Dayak

Maserasi
etanol 96%,

dengan

Ekstrak daun Bawang Dayak

Skrining Fitokimia

Uji aktivitas antibakteri
difusi cakram

Analisis Data

Kesimpulan

Gambar 3.2 Skema Kerja Penelitian
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BAB 5. PENUTUP

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan pada penelitian ini dapat diambil
kesimpulan sebagai berikut :

a. Ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. positif
mengandung senyawa alkaloid, terpenoid/steroid bebas, polifenol dan
tanin.

b. Ekstrak etanol daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. memiliki
aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri S. aureus pada
konsentrasi 5%, 10%, 20%, dan 40% (b/v) yang dibuktikan dengan
zona hambat yang dihasilkan berturut-turut sebesar 8,31 + 0,42 mm;
9,42 + 0,23 mm; 11,25 £ 0,18 mm; dan 12,25 + 0,17 mm dan memiliki
aktivitas antibakteri terhadap pertumbuhan bakteri E. coli pada konsentrasi
5%, 10%, 20%, dan 40% (b/v) yang dibuktikan dengan zona hambat
yang dihasilkan berturut-turut sebesar 6,77 = 0,09 mm; 7,91 + 0,22 mm;
8,49 + 0,15 mm; dan 9,57 £ 0,37 mm.

5.2 Saran
Dari hasil penelitian yang diperoleh, perlu dilakukan lebih lanjut
mengenai :

a. Penetapan kadar total dari golongan senyawa aktif dalam ekstrak etanol
daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. yang berpotensi sebagai
aktivitas antibakteri.

b. Uji antibakteri ekstrak dan fraksi daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr.

dengan metode dilusi.
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LAMPIRAN

Lampiran A. Hasil Determinasi Tanaman Eleutherine americana (Aubl.)
Merr.

PEMERINTAH PROVINSI JAWA TIMUR

DINAS KESEHATAN
UPT LABORATORIUM HERBAL MATERIA MEDICA BATU
Jalan Lahor No.87 Telp. (0341) 593396

KOTA BATU 65313
Nomor : 074/ 463B/102.7/ 2019
Sifat : Biasa
Perihal : Determinasi Tanaman Bawang Dayak
Memenuhi permohonan saudara :
Nama/NIM  : |. ZIDNI HAFIZHA /152210101019
2. ALWI ROBIYANTO /152210101022
| A . 3. ILHAM ROBBYNOOR 8. - /-152210101036 - 2 e —
Fakultas : FAKULTAS FARMASI, UNIVERSITAS JEMBER .
1. Perihal determinasi tanaman bawang merah hutan
Kingdom : Plantae (Tumbuhan)
Divisi : Spermatophyta
Sub Divisi : Angiospermae
Kelas : Monocotylc donae
Ordo : Liliales
Famili : Liliaceae
Genus : Eleutherine
Spesies : Eleutherine americana (Aubl.) Merr.
Sinonim : Eleutherine bulbosa, E. plicata Herb., E. palmifolia (L.) Merr,
Nama Umum : Bawang sabrang, bawang tiwai, bawang dayak, bawang berlian, bawang kapal,

g kambe, brambang sabrang.

Kunci determinasi  : 1b-2b-3b-4b-1 2b-13b-14b-17b-18b-19b-20b-21b-22b-23b-24b-25b-26b-27a-28b-
29b-30b-31a-32a-33b-35a-36d-37b-38b-39b-4 1b-42b-44b-45b-46-50b-51b-53b-
54b-56b-57b-58b-59d-72b-73b-74a-75b-76b-333b-334b-335a-336a-337b-338b-
341b-342b-343b-344a-1a-2a-3b-4a-5a-9-1,

2. Morfologi : Habitus: Herba, semusim, tinggi 30-40 ¢m. Batang: Semu, umbi berlapis bulat
telur, merah. Daun: Tunggal, bentuk pita, ujung dan pangkal runcing, tepi raw, hijau. Bunga: Majemuk,
tumbuh di ujung batang, panjang tangkai 40 cm, bentuk silindris, kelopak terdiri dari dua daun kelopak,
hijau kekuningan, mahkota terdiri dari empat daun mahkota, lepas, panjang +5 mm, putih, benang sari
empzt kepala sari kuning, putik bentuk jarum, panjang +4 mm, putih kekuningan. Akar: Serabut, ccklat

muda.
3. Nama Simplisia : Eleutherinii Folium / Daun Bawang Sabrang.
4. Asal Tanaman : Klaseman, Gending, Probolinggo, Jawa Timur.
5. Penggunaan : Penelitian
6. Daftar Pustaka

= Anonim. http://ff.unnir.ac.id/sito/index.php?searcthleutherine+Americana, diakses tanggal 16 Juni 2010.

= Anonim. hnp://mvw.warinlek.ristek.go.id/pangan_kesehatan/tanaman_obat/dcpkesl 1-112.pdf, diakses
tanggal 23 Oktober 2010.

* Backer. C.A. & Bakhuizen Van Den Brink, R.C. 1963. Flora of Java (Spermatophytes Only). N.V.P.
Noordhoff, Groningen.

* Backer, C.A. & Bakhuizen Van Den Brink, R.C. 1968. Flora of Java (Spermatophytes Only), Vol. IIl.
N.V.P. Noordhoff, Groningen.

Defmikian» surat kgterangan dgreminasi ini kami buat untuk dipergunakan sebagaimana mestinya.

Batu, 08 Juli 2019 : Hinp L ]
R n UPT Lab. Herbal Materian Medica Batu G
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Lampiran B. Hasil Rendemen Ekstrak Etanol Daun Eleutherine americana
(Aubl.) Merr.
Ekstrak Etanol Etanol Daun Bawang Dayak

Hasil Perhitungan % rendemen :
Bobot serbuk kering : 100,06 gram
Volume pelarut yang dipakai ~ : 1000 ml

Bobot ekstrak kental : 14,86 gram
Bobot ekstrak kental
Rendemen yang didapat = X100%
Bobot serbuk kering
14,86 gram
=—  x100%
100,06

=14,85%
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Lampiran C. Hasil Skrining Fitokimia Ekstrak Etanol Daun Eleutherine
americana (Aubl.) Merr.

Uji Skrining fitokimia tube test senyawa alkaloid

. ¥

Keterangan:

a : blanko

b : penambahan pereaksi mayer terdapat endapan putih (+)
c : penambahan pereaksi wagner terdapat endapan coklat (+)

Uji KLT senyawa alkaloid, dengan fase diam silica gel F»s4, fase gerak etil
asetat:metanol:air (9:2:2), dan penampak noda dragendorff.

> terdapat noda berwarna jingga
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Uji skrining fitokimia tube test senyawa saponin, steroid atau terpenoid

Keterangan:
a:
b : blanko

c:

d : uji salkowski terdapat cincin berwarna merah (+)

uji saponin menunjukkan adanya busa < 3cm (-)

uji libermann-burchard terjadi perubahan warna hijau biru (+)

Uji KLT (e) golongan sapogenin steroid, atau triterpenoid dan (f) KLT terpenoid

atau steroid bebas dengan fase diam silica gel F2s4, fase n-heksana : etil asetat (4:1),

dan penampak noda anisaldehid asam sulfat.

— » tidak terdapat noda — » terdapat noda

berwarna ungu berwarna ungu

|
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Uji skrining fitokimia tube test senyawa flavonoid

Keterangan:

a : blanko
b : uji bate-smith dan metcalf tidak terjadi perubahan warna merah kecoklatan (-)

c : uji wilstater tidak terjadi perubahan warna merah jingga (-)

Uji KLT golongan flavonoid, dengan fase diam silica gel F»ss, fase gerak
butanol:asam asetat glasial:air (4:1:5), dan penampak noda uap amonia.

- —» tidak terdapat noda berwarna kuning
| intensif

[
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Uji skrining fitokimia tube test senyawa polifenol dan tanin

Keterangan:

a : blanko

b : uji feriklorida terjadi perubahan warna hijau kehitaman (+)
C : uji gelatin terdapat endapan berwarna putih (+)

Uji KLT senyawa golongan polifenol, dengan fase diam silica gel F2s4, fase gerak
kloroform:etil asetat (9:1), dan penampak noda FeCl3

e~ -

» terbentuk noda berwarna hitam (+)
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Lampiran D. Hasil Perhitungan Larutan Uji

% Konsentrasi Larutan Induk 100% (b/v):= ~222" X 100%
% Konsentrasi yang digunakan
Konsentrasi larutan uji ~ VVolume yang diambil Pelarut DMSO 10%
(% b/v) dari larutan induk (pL) (uL)
40% 400 600
20% 200 800
10% 100 900
5% 50 950

1% 10 990
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Lampiran E. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Eleutherine
americana (Aubl.) Merr. terhadap Bakteri S. aureus

Tabel hasil pengukuran diameter zona hambat ekstrak etanol daun

Eleutherine americana (Aubl.) Merr. terhadap bakteri S. aureus dan perhitungan SD

Replikasi Pengukuran 1% 5% 10% 20% 40% k+ k-
1 1 0,00 8,50 9,70 11,00 12,10 24,50 0,00
2 0,00 8,60 9,40 11,10 12,10 24,20 0,00

3 0,00 9,00 9,40 11,10 12,40 24,10 0,00

4 0,00 8,80 9,30 11,20 12,40 24,10 0,00

5 0,00 8,80 9,50 11,00 12,00 24,50 0,00

Rata-rata 0,00 8,74 9,46 11,08 12,20 24,28 0,00

2 1 0,00 8,10 9,40 11,00 12,20 24,20 0,00
2 0,00 8,50 9,60 11,40 12,40 24,50 0,00

3 0,00 8,50 9,60 11,60 12,40 24,20 0,00

4 0,00 8,60 9,90 11,60 12,60 24,20 0,00

5 0,00 8,60 9,90 11,90 12,80 24,40 0,00

Rata-rata 0,00 8,46 9,68 11,50 12,48 24,30 0,00

3 1 0,00 8,20 9,40 11,30 11,80 24,50 0,00
2 0,00 7,50 9,00 11,30 12,10 24,60 0,00

3 0,00 8,10 9,00 11,10 12,10 24,60 0,00

4 0,00 7,80 9,10 11,00 12,20 24,40 0,00

5 0,00 7,10 9,10 11,10 12,20 24,40 0,00

Rata-rata 0,00 7,74 9,12 11,16 12,08 24,50 0,00

Rata-rata

0,00 8,31 9,42 11,25 1225 24,36 0,00
keseluruhan

SD 0,00 0,42 0,23 0,18 0,17 0,10 0,00
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Lampiran F. Hasil Uji Aktivitas Antibakteri Ekstrak Etanol Daun Eleutherine
americana (Aubl.) Merr. terhadap Bakteri E. coli

Tabel hasil pengukuran diameter zona hambat ekstrak etanol daun

Eleutherine americana (Aubl.) Merr. terhadap bakteri E. coli dan perhitungan SD

Replikasi  Pengukuran 1% 5% 10% 20%  40% k+ k-
1 1 000 710 770 820 950 2340 0,00
2 000 690 7,90 840 9,60 2360 0,00
3 000 720 800 830 970 2360 0,00
4 000 660 800 830 970 2340 0,00
5 000 660 810 840 980 2340 0,00
Rata-rata 0,00 688 794 832 966 2348 0,00
2 1 000 700 800 850 9,70 23,60 0,00
2 000 640 810 88 980 2380 0,00
3 000 660 830 860 1020 2380 0,00
4 000 660 830 88 1010 2360 0,00
5 000 670 810 870 10,10 23.80 0,00
Rata-rata 0,00 6,66 816 868 998 2372 0,00
3 1 000 650 7,60 860 880 2380 0,00
2 000 700 800 830 920 2410 0,00
3 000 680 7,60 840 9,60 2410 0,00
4 000 680 760 860 900 2380 0,00
5 000 670 730 840 880 2400 0,00
Rata-rata 000 676 7.62 846 908 2396 0,00
k;itli'rrjﬁzn 000 677 791 849 957 2372 0,00
SD 000 009 022 015 037 020 0,00
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Lampiran G. Hasil Uji Statistik Ekstrak Daun Eleutherine americana (Aubl.)
Merr. terhadap S. aureus

Tests of Normality®c

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk

konsentrasi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
s.aureus 5% ,178 3 ,999 ,956

10% ,223 3 ,985 ,765

20% 318 3 ,887 ,344

40% ,269 3 ,949 ,567

K+ ,356 3 ,818 ,157
Keterangan :

a = konsentrasi 1% terhadap S. aureus diabaikan karena tidak ada hambatan
Data dikatakan normal jika nilai signifikansi > 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa data
terdistribusi normal.

Keterangan :

Test of Homogeneity of Variances

S.aureus

Levene Statistic dfl df2

Sig.

2,581 6 14

,067

Data dikatakan homogen jika nilai signifikansi > 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa
data normal dan homogen, sehingga data selanjutnya di analisis menggunakan One

Way Anova
ANOVA
s.aureus
Sum of Squares Df Mean Square F Sig.
Between Groups 1240,180 6 206,697 3315,482 ,000
Within Groups ,873 14 ,062
Total 1241,052 20
Keterangan :

Jika nilai signifikansi < 0,05 maka terdapat perbedaan bermakna pada nilai diameter
zona hambat pada semua kelompok uji. Hasil data diperoleh nilai signifikansi 0,000
sehingga data dapat dilanjutkan analisis LSD (Least Significant Difference)
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: s.aureus

LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-
(1) konsentrasi (J) konsentrasi J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1% 5% -8,24667" ,20387 ,000 -8,6839 -7,8094
10% -9,42000" ,20387 ,000 -9,8573 -8,9827
20% -11,24667" ,20387 ,000 -11,6839 -10,8094
40% -12,25333" ,20387 ,000 -12,6906 -11,8161
K+ -24,36000" ,20387 ,000 -24,7973 -23,9227
K- ,00000 ,20387 1,000 -,4373 ,4373
5% 1% 8,24667" ,20387 ,000 7,8094 8,6839
10% -1,17333" ,20387 ,000 -1,6106 -,7361
20% -3,00000 ,20387 ,000 -3,4373 -2,5627
40% -4,00667" ,20387 ,000 -4,4439 -3,5694
K+ -16,11333" ,20387 ,000 -16,5506 -15,6761
K- 8,24667" ,20387 ,000 7,8094 8,6839
10% 1% 9,42000" ,20387 ,000 8,9827 9,8573
5% 1,17333" ,20387 ,000 , 7361 1,6106
20% -1,82667" ,20387 ,000 -2,2639 -1,3894
40% -2,83333" ,20387 ,000 -3,2706 -2,3961
K+ -14,94000" ,20387 ,000 -15,3773 -14,5027
K- 9,42000" ,20387 ,000 8,9827 9,8573
20% 1% 11,24667" ,20387 ,000 10,8094 11,6839
5% 3,00000° ,20387 ,000 2,5627 3,4373
10% 1,82667" ,20387 ,000 1,3894 2,2639
40% -1,00667" ,20387 ,000 -1,4439 -,5694
K+ -13,11333" ,20387 ,000 -13,5506 -12,6761
K- 11,24667" ,20387 ,000 10,8094 11,6839
40% 1% 12,25333" ,20387 ,000 11,8161 12,6906
5% 4,00667" ,20387 ,000 3,5694 4,4439
10% 2,83333" ,20387 ,000 2,3961 3,2706
20% 1,00667" ,20387 ,000 ,5694 1,4439
K+ -12,10667" ,20387 ,000 -12,5439 -11,6694
K- 12,25333" ,20387 ,000 11,8161 12,6906
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K+ 1% 24,36000" ,20387 ,000 23,9227 24,7973
5% 16,11333" ,20387 ,000 15,6761 16,5506
10% 14,94000 ,20387 ,000 14,5027 15,3773
20% 13,11333" ,20387 ,000 12,6761 13,5506
40% 12,10667 ,20387 ,000 11,6694 12,5439
K- 24,36000" ,20387 ,000 23,9227 24,7973
K- 1% ,00000 ,20387 1,000 -,4373 4373
5% -8,24667" ,20387 ,000 -8,6839 -7,8094
10% -9,42000" ,20387 ,000 -9,8573 -8,9827
20% -11,24667" ,20387 ,000 -11,6839 -10,8094
40% -12,25333" ,20387 ,000 -12,6906 -11,8161
K+ -24,36000" ,20387 ,000 -24,7973 -23,9227

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.
Keterangan :

Jika nilai siginfikansi < 0,05 maka data dikatakan ada perbedaan yang bermakna
Jika nilai signifikansi > 0,05 maka data dikatakan tidak ada perbedaan atau sama
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Lampiran H. Hasil Uji Statistik Ekstrak Daun Eleutherine americana (Aubl.)
Merr. terhadap E. coli

Tests of Normality®©

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
konsentrasi Statistic df Sig. Statistic df Sig.
e.coli 5% ,191 3 ,997 3 ,900
10% ,202 3 ,994 3 ,851
20% ,225 3 ,984 3 ,756
40% ,242 3 ,973 3 ,684
K+ ,175 3 1,000 3 1,000

Keterangan :

a = konsentrasi 1% terhadap E. coli diabaikan karena tidak ada hambatan

Data dikatakan normal jika nilai signifikansi > 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa data
terdistribusi normal.

Test of Homogeneity of Variances

e.coli

Levene Statistic dfl df2 Sig.

2,585 6 14 ,067

Keterangan :
Data dikatakan homogen jika nilai signifikansi > 0,05. Hal ini menunjukkan bahwa data
normal dan homgen, sehingga data selanjutnya di analisis menggunakan One Way Anova

ANOVA
e.coli
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 1138,236 6 189,706 3824,719 ,000
Within Groups ,694 14 ,050
Total 1138,931 20
Keterangan :

Jika nilai signifikansi < 0,05 maka terdapat perbedaan bermakna pada nilai diameter zona
hambat pada semua kelompok uji. Hasil data diperoleh nilai signifikansi 0,000 sehingga data
dapat dilanjutkan analisis LSD (Least Significant Difference).
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Multiple Comparisons

Dependent Variable: e.coli

LSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (I-
(I) konsentrasi (J) konsentrasi J) Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
1% 5% -6,76667" ,18184 ,000 -7,1567 -6,3767
10% -7,90667" ,18184 ,000 -8,2967 -7,5167
20% -8,48667" ,18184 ,000 -8,8767 -8,0967
40% -9,60000 ,18184 ,000 -9,9900 -9,2100
K+ -23,72000" ,18184 ,000 -24,1100 -23,3300
K- ,00000 ,18184 1,000 -,3900 ,3900
5% 1% 6,76667" ,18184 ,000 6,3767 7,1567
10% -1,14000 ,18184 ,000 -1,5300 -, 7500
20% -1,72000" ,18184 ,000 -2,1100 -1,3300
40% -2,83333" ,18184 ,000 -3,2233 -2,4433
K+ -16,95333" ,18184 ,000 -17,3433 -16,5633
K- 6,76667" ,18184 ,000 6,3767 7,1567
10% 1% 7,90667" ,18184 ,000 7,5167 8,2967
5% 1,14000" ,18184 ,000 ,7500 1,5300
20% -,58000" ,18184 ,007 -,9700 -,1900
40% -1,69333" ,18184 ,000 -2,0833 -1,3033
K+ -15,81333" ,18184 ,000 -16,2033 -15,4233
K- 7,90667" ,18184 ,000 7,5167 8,2967
20% 1% 8,48667" ,18184 ,000 8,0967 8,8767
5% 1,72000" ,18184 ,000 1,3300 2,1100
10% ,58000" ,18184 ,007 ,1900 ,9700
40% -1,11333" ,18184 ,000 -1,5033 -, 7233
K+ -15,23333" ,18184 ,000 -15,6233 -14,8433
K- 8,48667" ,18184 ,000 8,0967 8,8767
40% 1% 9,60000" ,18184 ,000 9,2100 9,9900
5% 2,83333" ,18184 ,000 2,4433 3,2233
10% 1,69333" ,18184 ,000 1,3033 2,0833
20% 1,11333" ,18184 ,000 , 7233 1,5033
K+ -14,12000" ,18184 ,000 -14,5100 -13,7300
K- 9,60000 ,18184 ,000 9,2100 9,9900
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K+ 1% 23,72000" ,18184 ,000 23,3300 24,1100
5% 16,95333" ,18184 ,000 16,5633 17,3433
10% 15,81333" ,18184 ,000 15,4233 16,2033
20% 15,23333" ,18184 ,000 14,8433 15,6233
40% 14,12000" ,18184 ,000 13,7300 14,5100
K- 23,72000" ,18184 ,000 23,3300 24,1100
K- 1% ,00000 ,18184 1,000 -,3900 ,3900
5% -6,76667" ,18184 ,000 -7,1567 -6,3767
10% -7,90667" ,18184 ,000 -8,2967 -7,5167
20% -8,48667" ,18184 ,000 -8,8767 -8,0967
40% -9,60000" ,18184 ,000 -9,9900 -9,2100
K+ -23,72000" ,18184 ,000 -24,1100 -23,3300

*. The mean difference is significant at the 0.05 level.

Keterangan :

Jika nilai siginfikansi < 0,05 maka data dikatakan ada perbedaan yang bermakna
Jika nilai signifikansi > 0,05 maka data dikatakan tidak ada perbedaan atau sama
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Lampiran 1. Hasil Uji T Ekstrak Daun Eleutherine americana (Aubl.) Merr. terhadap S. aureus dan E. coli

Uji T Test Konsentrasi 5%

T-Test
Group Statistics
Std. Errar
metode N Mean | Std. Deviation Mean
konsentrasi _5%  SA 3| 83133 F1688 20734
EC 3| 67667 11014 (06360
Independent Samples Test

Levene's Testfor Equality of

Variances ttestfor Equality of Means
85% Confidence Interval ofthe
Mean Std. Errar Difference
F Sin. t df Sig. (ailed) Difference Difference Lower Upper
asi Equal variances

konsentrasi % agsumed 5 580 077 | 508 4 007 1 54667 30456 70108 239226
Equal variances naot

agsumed 5078 2182 0 1 R46RT 30456 33562 27511
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Uji T Test Konsentrasi 10%

% T-Test
Group Statistics
Std. Error

metade M Mean | Std. Deviation Mean
konsentrasi _10%  SA 3| 94200 28213 16289

EC 3| T,9067 27164 18677

Independent Samples Test
Levene's Testfor Equality of
Variances t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval ofthe
Mean Std. Error Difference
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

konsentrasi _10%  Equalvariances L , R ]

assumea 06 A1 6,694 4 003 161333 22608 88564 214103

Equal variances not _ 4 i i

assumed 6,694 3,994 003 161333 22608 88523 214139
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Uji T Test Konsentrasi 20%

* T.Test
Group Statistics
Std. Eror
metode N Mean | Std. Deviation Mean
konsentrasi_20%  SA 3| 112467 2230 12875
EC 3| 84867 18148 10477
Independent Samples Test

Levene's Test for Equality of

Variances t-test for Equality of Means
85% Confidence Interval ofthe
Mean Std, Error Difference

F Sig. t df Sig. (2-ailed) Difference Difference Lower Upper

konsentrasi _20%  Equalvariances a X - " - .
assumed A2 01 16,627 4 oo 2,76000 16600 229911 322089

Equalvariances not b . - - -
assumad 16,627 3,841 aoa 2,76000 16600 229151 322849
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Uji T Test Konsentrasi 40%

# T-Test
Group Statistics
Stdl. Error
metode M Mean | Std. Deviation Mean
konsentrasi _40%  SA 3| 12,2533 20626 11851
EC 3 85733 45622 26340
Independent Samples Test

Levene's Testfor Equality of

Variances t-testfor Equality of Means
95% Confidence Interval ofthe
Mean Std. Error Difference
F Sig. Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper

konsentrasi _40%  Equalvariances - l R _
assumed 1,764 265 01 268000 28883 1,87808 348192

Equal variances not 4 . an

assumed 004 268000 ,26883 1,71780 36422
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Uji T Test Kontrol Positif

% T-Test
Group Statistics
Std. Error
metode M Mean Std. Deviation Mean
kontrol positif ~ SA 3 | 24,3600 2166 07024
EC 3 | 23,7200 ,24000 13856
Independent Samples Test

Levene's Test for Equality of

Variances tHest for Equality of Means
55% Confidence Interval of the
Mean Std. Error Difference
F Sig. t af Sig. (2-tailed) Difference Difference Lower Upper
l itif ~ Equalvariances

kontrol positit agsumed 637 470 | 4120 4 015 64000 16535 20868 107132
Equal variances not

agsumed 4120 2,964 027 64000 15535 14221 113774
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